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Ugotavljanje učinkovitosti regeneracije in čiščenja kromatografskih kolon v 
procesu izolacije biološke učinkovine
Povzetek
Proizvodnja bioloških zdravil vključuje več korakov izolacije in čiščenja aktivne 
učinkovine. Za čiščenje bioloških učinkovin (biomolekul) so najpogosteje v rabi 
različne kromatografske tehnike, pri katerih kromatografske kolone predstavljajo 
osnovni del opreme. Po vsakem industrijskem procesu (seriji) sta ključnega pomena 
regeneracija in čiščenje kolone, saj s tem preprečimo prenos produkta iz ene serije v 
drugo. Namen diplomske naloge je bil preveriti učinkovitost regeneracije in čiščenja 
kromatografskih kolon v procesu čiščenja biološke učinkovine. V ta namen smo po 
rednem procesu regeneracije izvedli elucijo brez predhodnega nanosa produkta ter 
dobljeni kromatogram primerjali s tipičnim kromatogramom, značilnim za posamezno 
kromatografsko stopnjo. Poleg spremljanja absorbance med to stopnjo, smo v eluatu 
izmerili tudi koncentracijo biološke učinkovine. Rezultati so potrdili hipotezo, ki 
predvideva, da sta regeneracija in čiščenje kromatografskih kolon v procesu proizvodnje
biološke učinkovine učinkoviti. Test smo izvedli na vseh kromatografskih stopnjah v 
proizvodnji biološke učinkovine z izjemo gelske izključitvene kromatografije, saj pri tej
kromatografiji ne prihaja do interakcij med produktom in kromatografskim nosilcem.
Ključne besede: biološke učinkovine, zaključni procesi, ionska kromatografija, 
hidrofobna kromatografija, procesna analitika
vi
Evaluation of chromatographic columns regeneration and cleaning efficiency 
during drug substance (biomolecule) isolation process
Abstract
Production of biological drugs involves multiple steps of isolation and purification of 
the target drug substance (biomolecule). Most commonly used technique for isolation 
and purification is chromatography of which chromatographic columns are the vital part
. After each industrial process, regeneration and cleaning of chromatographic columns 
are crucial to prevent carry-over of the product from one batch to another. The aim of 
this diploma thesis was therefore to test the efficiency of regeneration and cleaning of 
chromatographic columns that are used in production of target biomolecule. For this 
purpose a blank elution (without previously loading the protein) was executed after a 
routine process. The chromatogram of blank elution was compared to the master 
chromatogram, which  showed no signal of absorbance. In addition, the content of the 
drug substance in blank eluate was analysed. Results obtained in this study confirmed 
the hypothesis, that regeneration and cleaning of chromatographic columns involved in 
drug substance production are effective. The study was performed at all 
chromatographic steps in drug substance production with the exception of the size 
exclusion chromatography, where there is no interaction of product with 
chromatographic resin. .
Keywords: drug substance, final processing, product carry-over between batches, ion 




1.1 Biološka zdravila............................................................................................... 1
1.2 Kromatografija.................................................................................................. 2
1.2.1 Ionska izmenjevalna kromatografija 1.......................................................... 3
1.2.2 Hidrofobna interakcijska kromatografija...................................................... 4
1.2.3 Ionska izmenjevalna kromatografija 2.......................................................... 5
1.2.4 Gelska izključitvena kromatografija..............................................................5
1.3 Regeneracija in čiščenje kromatografskih nosilcev.......................................... 7
1.3.1 Regeneracija.................................................................................................. 7
1.3.2 Čiščenje......................................................................................................... 7
2 Namen dela in hipoteza........................................................................................... 9
3 Materiali in metode............................................................................................... 11
3.1 Oprema............................................................................................................ 11
3.1.1 Procesne raztopine in materiali................................................................... 11
3.1.2 Priprava linij za test..................................................................................... 11
3.2 Potek testiranj.................................................................................................. 11
3.2.1 Testiranje IEC1 kromatografske stopnje..................................................... 12
3.2.2 Testiranje HIC kromatografske stopnje.......................................................13
3.2.3 Testiranje IEC2 kromatografske stopnje..................................................... 14




4 Rezultati in diskusija.............................................................................................19
4.1 Testiranje IEC1................................................................................................19
4.1.1 Evalvacija kromatograma............................................................................19
4.1.2 Vsebnost biološke učinkovine.....................................................................20
viii
4.1.3 Prenos biološke učinkovine med serijami................................................... 20
4.1.4 Mikrobiološka kvaliteta sistema in kolone..................................................21
4.2 Testiranje HIC................................................................................................. 21
4.2.1 Evalvacija kromatograma............................................................................21
4.2.2 Vsebnost biološke učinkovine.....................................................................23
4.2.3 Prenos biološke učinkovine med serijami................................................... 23
4.2.4 Mikrobiološka kvaliteta sistema in kolone..................................................23
4.3 Testiranje IEC2................................................................................................24
4.3.1 Preverba kromatograma...............................................................................24
4.3.2 Vsebnost biološke učinkovine.....................................................................25
4.3.3 Prenos biološke učinkovine med serijami................................................... 25
4.3.4 Mikrobiološka kvaliteta sistema in kolone..................................................26






Slika 1-1:  V proizvodnji bioloških zdravil je pogosta uporaba gensko spremenjenih 
ovarijskih celic kitajskega hrčka [5]..................................................................................2
Slika 1-2: Princip ionske izmenjevalne kromatografije [10].............................................4
Slika 1-3: Princip hidrofobne interakcijske kromatografije [12]...................................... 5
Slika 1-4: Princip ionsko izmenjevalne kromatografije 2 [13]......................................... 5
Slika 1-5: Princip gelske filtracije oziroma gelske izključitvene kromatografije za 
ločevanje proteinov [14]....................................................................................................6
Slika 4-1: a) Primerjava tipičnega kromatograma na stopnji IEC1 z b) kromatogramom 
slepe elucije..................................................................................................................... 20
Slika 4-2 : a) Primerjava tipičnega kromatograma na stopnji HIC z b) kromatogramom 
slepe elucije..................................................................................................................... 23
Slika 4-3: a) Primerjava tipičnega kromatograma na stopnji IEC2 z b) kromatogramom 
slepe elucije..................................................................................................................... 25
Kazalo preglednic
Preglednica 1: Vrste kromatografskih tehnik.................................................................... 6
Preglednica 2: Analize.....................................................................................................16
Preglednica 3: Rezultati analize vsebnosti biološke učinkovine v slepih elucijah (IEC1, 
HIC, IEC2)...................................................................................................................... 26
Preglednica 4: Rezultati analiz BET in mikrobiološke obremenjenosti ekvilibracijskih 
raztopin (IEC1, HIC, IEC2).............................................................................................26
x
Seznam uporabljenih kratic in simbolov
BU biološka učinkovina
CIP avtomatsko čiščenje (angl. cleaning in place)
CHO ovarijske celice kitajskega hrčka (angl. chinese hamster ovary cells)
CFU kolonijska enota (angl. Colony Forming Unit)
CV volumen kolone (angl. Column Volume)
DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. Deoxyribonucleic acid)
HA hranljivi agar
HEPA filtri z visoko učinkovitostjo (angl. High Efficiency Particulate Air)
HIC hidrofobna kromatografija (angl. Hydrophobic interaction 
chromatography)
HIV človeški virus imunske pomanjkljivosti (angl. Human immunodeficiency 
virus)
IEC ionsko izmenjevalna kromatografija (angl. Ion exchange chromatography
)
IPA izopropil alkohol (angl. Isopropyl alcohol)
IPC medprocesni nadzor (angl. In-process control)
PLC računalnik za nadzor procesa (angl. programmable logic controller)
HPLC visokoločljivostna tekočinska kromatografija (angl. formerly referred to 
as high-pressure liquid chromatography)
SEC gelska izključitvena kromatografija (angl. Size exclusion 
chromatogratography)
TSA hranljivi agar (angl. Tryptic soy agar)
UDF enosmerni tok zraka (angl. Unidirectional flow)
UV ultravijolična svetloba
xi
WFI voda za injekcije (angl. Water for injection)   
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Skladno z definicijo v Zakonu o zdravilih (ZZdr-2, 6. člen, 2 odstavek) je biološko 
zdravilo tisto zdravilo, ki kot učinkovino vsebuje biološko snov ali snov, pridobljeno s 
postopkom, ki vključuje biološke sisteme. Biološka snov je tista, ki je pridobljena iz ali 
z uporabo biološkega vira, in ki za določitev kakovosti potrebuje kombinacijo fizikalno-
kemijskega in biološkega preskušanja, skupaj s postopkom proizvodnje in nadzorom 
nad njim. To so torej zdravila, proizvedena z biološkim ali biotehnološkim postopkom, 
ki vključuje celične kulture [1].
Kadar v živih organizmih izdelamo kompleksne zdravilne učinkovine pravimo, da gre 
za biološka zdravila. Ta zdravila vsebujejo eno ali več zdravilnih učinkovin izdelanih ali
pridelanih iz biološkega vira. Biološka zdravila so lahko molekule, ki so že naravno  
prisotne v človeškem organizmu npr. inzulin, rastni hormoni, eritropoetin, monoklonska
protitelesa, ali pa jih pridobimo s pomočjo rekombinantne DNA tehnologije. Prav tako 
kot so kompleksne molekule biološkega zdravila, je kompleksna tudi njihova 
proizvodnja.
Proizvodnja bioloških zdravil se na grobo deli na pripravljalne (angl. upstream) procese,
fermentacijo in zaključne (angl. downstream) procese. Pri bioprocesu (ali bakterijski 
fermentaciji) gre za gojenje gensko spremenjenih celic (živalskih, rastlinskih, glivnih ali
bakterijskih), ki vsebujejo genski zapis za željeno biološko učinkovino in jo tekom rasti 
tudi proizvajajo. Zdravilno učinkovino je potrebno potem z različnimi tehnikami 
izolirati in očistiti. Proces izolacije sestavlja več zaporednih ločevalnih tehnik, ki 
vključujejo filtracijo, kromatografijo, membranske separacije,…). Večina korakov v 
procesu izolacije služi odstranjevanju celičnih struktur, nečistot, potencialno prisotnih 
virusov in virusnih proteinov. Nekateri koraki – predvsem kromatografije pa služijo tudi
prilagajanju zdravilne učinkovine določenim specifikacijam [2].
Biološka zdravila so narejena po zelo natančnem postopku, saj velja: »proces je 
produkt«. Zagotavljati je potrebno neoporečnost, kvaliteto in čistost produkta z 
natančnim sledenjem celotnega proizvodnega procesa, ki se ne sme spremeniti. Živi 
sistemi (celice), ki izdelujejo biološka zdravila, so namreč izredno občutljivi že na 
majhne spremembe v postopku. Majhna sprememba v postopku namreč lahko pomeni 
veliko spremembo v kvaliteti končnega produkta oz. v njegovem terapevtskem 
delovanju. Zagotavljanje ponovljivosti procesa je zato ključno [3].
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Razvoj tehnologije rekombinantne DNA je v zadnjih desetletjih ključno prispeval k 
razvoju bioloških zdravil. Protein, ki se pridobi s pomočjo rekombinantnih tehnologij, je
po strukturi še vedno identičen matični molekuli, vendar se pridobiva s pomočjo 
gostiteljske celice. Informacija (genski zapis), ki je potrebna za sintezo določenega 
proteina v človeku, se iz človeške celice prenese v celico nekega drugega organizma. Ti 
organizmi so največkrat bakterije, kvasovke ali pri bioloških zdravilih pogosto celice 
sesalcev. Primer človeškega proteina pridobljenega s pomočjo bakterij je filgrastim, s 
celicami sesalcev pa eritropoetin. 
Princip izdelave človeških rekombinantnih proteinov temelji na vstavitvi človeškega 
genskega zapisa za sintezo določenega proteina v genom ene izmed celičnih linij. Kot 
celična linija se največkrat uporablja linija kitajskega hrčka (ovarijske celice kitajskega 
hrčka, ang. chinese hamster ovary cells - CHO) (Slika 1-1). Ta celična linija omogoča 
pravilno tvorbo intramolekularnih disulfidnih vezi ter glikozilacijo proteina. Pravilna 
glikozilacija je pomembna za biološko funkcijo. [4]
Slika 1-1:  V proizvodnji bioloških zdravil je pogosta uporaba gensko spremenjenih 
ovarijskih celic kitajskega hrčka [5]
1.2 Kromatografija
Kromatografija je pogosto uporabljena tehnika v procesu izolacije in čiščenja bioloških 
zdravil. Beseda kromatografija je izpeljana iz grških besed chromos, kar pomeni barva 
in  grafein, kar pomeni pisati. Prvi je to metodo leta 1903 uporabil ruski botanik 
Mikhail Tsvet za ločevanje zmesi barvil v zelenih rastlinah. 
Kromatografija je družina tehnik ločevanja zmesi na trdnem nosilcu. Zmesi so 
raztopljene v tekočini (mobilna faza). Na površini kromatografskega nosilca (
stacionarna faza) se nahajajo stabilni delci (ligandi), na katere se reverzibilno vežejo 
snovi, ki jih želimo ločiti iz zmesi (vzorec). Komponente vzorca se vežejo na 
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stacionarno fazo glede na svoje fizikalno-kemijske lastnosti. Pri klasični kromatografiji 
se raztopina z vzorcem nanese na začetek kromatografskega nosilca, nato pa mobilna 
faza vzorec potiska skozi celoten kromatografski nosilec. Prehodni časi različnih 
komponent vzorca (retencijski časi) se razlikujejo glede na razlike v interakcijah s 
stacionarno fazo. Kromatografske tehnike se delijo glede na vrste vezave, ki jo omogoča
stacionarna faza, glede na agregatno stanje mobilne faze (kapljevinska ali plinska) ter 
glede na procesno izvedbo. [6]
Proizvodni proces izolacije in čiščenja biološke učinkovine, ki je predmet tega 
diplomskega dela,  je bil prospektivno validiran v letu 2008 s petimi zaporednimi 
serijami, proizvedenimi v proizvodnem merilu. Z začetno validacijo je bilo pokazano, 
da je proces izolacije in čiščenja biološke učinkovine učinkovit in ponovljiv in kot tak 
dosega vse vnaprej predpisane meje sprejemljivosti medprocesnih kontrol (angl. In-
process control IPC).
Validacija je dokumentiran postopek preizkušanja in potrjevanja, da katerikoli material, 
proces, postopek, aktivnost, sistem, oprema ali mehanizem uporabljen pri razvoju, 
proizvodnji, kontroli in distribuciji, lahko dosega, dosega, in bo dosegal predpisane 
rezultate.[7]
Začetna validacija zaključnega procesa proizvodnje biološke učinkovine običajno 
vključuje več sklopov: 1) priprava procesnih raztopin, 2) kromatografska stopnja 
procesa, 3) polnjenje produkta, dodatno pa še 4) oceno o ustreznem in učinkovitem 
odstranjevanju procesnih in produktnih nečistot, ter 5) validacijo čiščenja 
kromatografskih nosilcev.
Proces izolacije in čiščenja biološke učinkovine, ki je predmet tega diplomskega dela,  
je sestavljen iz naslednjih kromatografskih stopenj: 
- prve kromatografske stopnje: ionska izmenjevalna kromatografija 1 – IEC1, 
- druge kromatografske stopnje; hidrofobna interakcijska kromatografija – HIC), 
- tretje kromatografske stopnja (ionska izmenjevalna kromatografija 2 – IEC2), 
- četrte kromatografske stopnje (gelska izključitvena kromatografija – SEC).
1.2.1 Ionska izmenjevalna kromatografija 1 
Ionska izmenjevalna kromatografija (angl. ion exchange chromatography, IEC) (Slika 1
-2) je zaradi velike kapacitete, enostavnosti in možnosti nadzora največkrat uporabljana 
kromatografska tehnika za ločevanje in čiščenje proteinov. Stacionarna faza je ionski 
izmenjevalec, ki je inerten, netopen, na katerem so kemijsko vezane nabite skupine, ki 
so v ravnotežju z mobilnimi ioni nasprotnega naboja. Protiioni se lahko reverzibilno 
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izmenjujejo z drugimi ioni istega naboja, ne da bi se spremenila struktura nosilca.[8] 
Princip IEC temelji na reverzibilni adsorpciji nabitih molekul iz mobilne faze na 
nasprotno nabito ionsko izmenjevalno skupino na kromatografskem nosilcu. Večina 
IEC kromatografij se izvaja v petih stopnjah:[9]
1. Ekvilibracija nosilca – nosilec spravimo v začetno stanje (pH in ionska jakost), da 
omogočimo molekulam v mobilni fazi vezavo na nosilec.
2. Nanos mobilne faze z molekulo, ki jo želimo izolirati.
3. Elucija molekule s spremembo mobilne faze na način, da ta ne omogoča več ionskih 
interakcij nosilca z iskano molekulo.
4. Regeneracija - odstranjevanje preostanka neeluiranih snovi iz kromatografskega nosilca.
5. CIP ('cleaning in place') - odstranjevanje preostanka neeluiranih snovi iz 
kromatografskega nosilca in ponovna ekvilibracija.[9]
 
Slika 1-2: Princip ionske izmenjevalne kromatografije [10]
1.2.2 Hidrofobna interakcijska kromatografija 
Hidrofobna interakcijska kromatografija (angl. Hydrophobic interaction 
chromatography, HIC) (Slika 1-3) je učinkovita kromatografska tehnika, ki se uporablja
tako za ločevanje kot tudi za čiščenje biomolekul. Princip tehnike temelji na retenciji 
beljakovine na šibko hidrofobnem nosilcu v prisotnosti soli.
Hidrofobnost je odboj med nepolarnimi molekulami in polarnim okoljem. Dve 
hidrofobni molekuli, ki se znajdeta v polarnem okolju, bosta skušali v največji meri 
zmanjšati stik s polarnim okoljem. To se zgodi na način, da se nepolarni molekuli 
močno približata ena drugi, čemur pravimo hidrofobna interakcija. Retencija 
makromolekul pri HIC se pojavi zaradi hidrofobnih interakcij med hidrofobnimi ligandi
na stacionarni fazi in hidrofobnimi deli molekul v mobilni fazi. Molekule moramo nato 
sprati z nosilca z gradientnim zmanjševanjem koncentracije soli v mobilni fazi.[11]
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Slika 1-3: Princip hidrofobne interakcijske kromatografije [12]
1.2.3 Ionska izmenjevalna kromatografija 2 
Ionska izmenjevalna kromatografija 2 (Slika 1-4) je stopnja čiščenja in izolacije 
biološke učinkovine, pri kateri je v uporabi močnejši anionski izmenjevalec kot pri 
stopnji IEC1.
Slika 1-4: Princip ionsko izmenjevalne kromatografije 2 [13]
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1.2.4 Gelska izključitvena kromatografija 
Gelska izključitvena kromatografija (ang. size exclusion chromatography, SEC) ali 
gelska filtracija (Slika 1-5) je kromatografska stopnja, ki ločuje molekule na podlagi 
velikosti: večje molekule hitreje potujejo skozi kolono, manjše pa počasneje zaradi 
prenosa v pore kromatografskega nosilca).[8] 
Slika 1-5: Princip gelske filtracije oziroma gelske izključitvene kromatografije za 
ločevanje proteinov [14]
Vrste kromatografskih tehnik so primerjalno podane v preglednici 1.
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1.3 Regeneracija in čiščenje kromatografskih nosilcev
Za zagotavljanje ustrezne učinkovitosti procesa in ustrezne kvalitete produkta je ključno
ustrezno delovanje kromatografskih kolon na vsaki izmed kromatografskih stopenj. Pri 
tem je pomembno regeneriranje in čiščenje kromatografskih nosilcev po vsakem stiku s 
produktom. [15]
1.3.1 Regeneracija
Po vsaki eluciji je potrebno s kolone sprati vezane snovi za ponovno vzpostavitev 
prvotne učinkovitosti kromatografskega nosilca. Ionski izmenjevalni ligandi se 
regenerirajo po vsaki eluciji s spiranjem z raztopino soli, dokler se ne doseže željena 
ionska jakost. S tem se prav tako odstranijo vse snovi, ki se vežejo na osnovi ionskih sil.
[9]
1.3.2 Čiščenje
Namen čiščenja in sanitacije  - CIP (avtomatsko čiščenje, ang. cleaning in place) je:
- odstraniti vse ostanke produkta in/ali procesnih nečistot,
- odstraniti ostanke uporabljenih kromatografskih raztopin,
- zagotoviti mikrobiološko ustreznost kromatografskega nosilca (nizka stopnja 
obremenjenosti z mikroorganizmi),
- zagotoviti, da so vse notranje površine v sistemu in kromatografski nosilec očiščeni in 
sanitirani.
Čiščenje in sanitacija se običajno izvedeta po vsaki uporabi kromatografskega sistema 
in kolone oz. po vsaki seriji. [15]
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2 Namen dela in hipoteza
Namen diplomske naloge je študij potencialnega prenosa ostankov produkta med 
proizvodnimi serijami pri stopnjah kromatografskega čiščenja. Uvodoma smo opredelili
, na katerih kromatografskih stopnjah bomo študijo izvedli, definirali način izvajanja 
študije, način testiranja, plan vzorčenja in meje sprejemljivosti za posamezne teste. 
Namen diplomske naloge je potrditev spodnje hipoteze.
Hipoteza
Postopki izbrane regeneracije in čiščenja kromatografskih kolon v procesu izolacije 
tarčne biološke učinkovine so ustrezni in zagotavljajo ustrezno odstranjevanje nečistot 
in ostankov produkta. Prenosa ostankov produkta predhodne serije v naslednjo serijo pri
kromatografiji zato ne pričakujemo.
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3 Materiali in metode
V diplomski nalogi smo se osredotočili na prve tri kromatografske stopnje v procesu 
čiščenja in izolacije rekombinantne biološke učinkovine. Gelsko izključevalne 
kromatografije v študijo nismo vključili, saj pri tej kromatografiji ne prihaja do 
kemijske interakcije med produktom in nosilcem (matriksom) kromatografske kolone.
3.1 Oprema 
Za potrditev hipoteze smo izvedli teste z opremo (kromatografski sistemi, 
kromatografske kolone) in procesnimi raztopinami, ki se uporabljajo za izolacijo in 
čiščenje izbrane biološke učinkovine v rednem proizvodnem procesu.
3.1.1 Procesne raztopine in materiali
Vse procesne raztopine, ki smo jih uporabili v testu, smo pripravili in uporabili v redni 
proizvodni seriji. Ker so bile del rednega proizvodnega procesa, so bile analitsko 
overjene in potrjene v analitskem laboratoriju.
Za vse medfazne izdelke, embalažo, pomožna sredstva in fleksibilne cevi smo preverili 
ustreznost in veljavnost analiz. 
3.1.2 Priprava linij za test
Linije (fleksibilne cevi), ki smo jih uporabili za teste, smo očistili v 1 M NaOH, 
sanitirali in avtoklavirali. Te linije so:
- Fleksibilne cevi za dovod kromatografskih raztopin in voda za injekcija (WFI - 
angl. Water for injection) na sisteme,
- Linije za zbiranje eluatov IEC1, HIC in IEC2.
3.2 Potek testiranj
Testiranje prenosa produkta med serijami smo izvedli v proizvodnem obratu za 
proizvodnjo rekombinantnih proteinov, na treh kromatografskih stopnjah: IEC1, HIC in 
IEC2. 
Test prenosa produkta smo izvedli tako, da smo po končanem rednem proizvodnem 
procesu izvedli slepo elucijo produkta. Za namen testa smo izvedli celotni 
kromatografski cikel z vsemi koraki, le brez nanosa produkta. Potencialne preostanke 
produkta (biološke učinkovine) iz predhodne proizvodne serije smo zbirali v istem delu 
elucije kot eluat kromatografske stopnje v običajnem (rutinskem) proizvodnem procesu.
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Tej stopnji zato rečemo slepa elucija. V slepi eluciji nismo pričakovali UV odziva 
biološke učinkovine (ki je sicer kriterij za zbiranje eluata pri rutinskem proizvodnem 
procesu, zato smo kot kriterij za zbiranje eluata uporabili volumen kolone (angl. 
Column Volume, CV) v recepturi elucije, ki smo ga določili na osnovi podatkov zadnjih
9 proizvedenih serij. V zbranem slepem eluatu smo določili vsebnost biološke 
učinkovine (z uporabo metode tekočinske kromatografije visoke ločljivosti z reverzno 
fazo - RP-HPLC) in dodatno preverili kromatogram. Iz dobljenih rezultatov smo glede 
na kriterij sprejemljivosti ocenili potencialen prenos produkta med serijami. V 
nadaljevanju je definiran potek kromatografskih stopenj in umestitev vzorčenja v proces
.
3.2.1 Testiranje IEC1 kromatografske stopnje
Pred izvedbo testa smo preverili, da je na zalogi dovolj procesnih raztopin za izvedbo 
enega cikla IEC1 kromatografije.
Po zaključeni redni proizvodni seriji, ko sta sistem in kolona očiščena, smo zagnali 
naslednje recepture v tem vrstnem redu:
• IEC1 Ekvilibracija 
• IEC1 Elucija 
• IEC1 Regeneracija 
• IEC1 CIP sistema in kolone končni 
• IEC1 Shranjevanje sistema in kolone 
Kriteriji za rezanje kromatografskega vrha so za redni proizvodni proces določeni pri 
valovni dolžini 280 nm (5 mm UV merilna celica). Pri testu nismo pričakovali 
prisotnosti produkta, UV celica je prikazovala 0 mAU. Zbiranja eluata zato nismo 
izvajali skladno z rednim proizvodnim postopkom, temveč smo upoštevali CV elucijske
raztopine.
Parametri, ki smo jih določili za pričetek in konec zbiranja eluata:
• začetek rezanja kromatografskega vrha smo izvedli ročno v okviru izvajanja 
avtomatizirane recepture IEC1 Elucija. V okviru omenjene recepture poteka najprej 
spiranje kromatografske kolone z ekvilibracijsko raztopino, nato pa sledi preklop na 
elucijsko raztopino. Od trenutka preklopa na elucijsko raztopino smo pričeli z zbiranjem
eluata pri 0,97 ± 0,03 CV (CV smo spremljali na kromatografskem sistemu),
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• konec rezanja kromatografskega vrha smo izvedli po pretečenem 1 ± 0,1 CV od 
začetka zbiranja eluata (kar se beleži in smo razbrali na kromatografskem sistemu).
Eluat smo zbirali v sterilno 50 L vrečo za enkratno uporabo. Vzorec smo nato vzeli iz 
50 L vreče v UDF komori (komora z enosmernim tokom zraka, angl. unidirectional 
flow).
Po končani recepturi smo natisnili poročilo recepture, to je: 
• glavo recepture (Run Header), 
• graf pretoka (senzor FT-1),
• UV absorbanco (senzor AT-5).
3.2.2 Testiranje HIC kromatografske stopnje
Pred izvedbo smo preverili, da je na zalogi dovolj procesnih raztopin za izvedbo enega 
cikla HIC kromatografije.
Po zaključeni redni proizvodni seriji, ko sta sistem in kolona očiščena, smo zagnali 
naslednje recepture v tem vrstnem redu:
• HIC Ekvilibracija 
• HIC Elucija 
• HIC CIP sistema in kolone končni 
• HIC Shranjevanje sistema in kolone 
Kriteriji za rezanje kromatografskega vrha so za redni proizvodni proces določeni pri 
valovni dolžini 280 nm (10 mm UV merilna celica). Pri testu nismo pričakovali 
prisotnosti produkta, UV celica je prikazovala 0 mAU. Zbiranja eluata zato nismo 
izvajali skladno z rednim proizvodnim postopkom, temveč smo upoštevali CV IPA 
pufra v gradientu. 
Parametri, ki smo jih določili za pričetek in konec zbiranja eluata:
• začetek rezanja kromatografskega vrha  smo izvedli ročno v okviru izvajanja 
avtomatizirane recepture HIC Elucija. V okviru omenjene recepture poteka najprej 
spiranje kolone z ekvilibracijsko raztopino, nato pa sledi izvedba gradienta, kjer 
postopoma raste delež elucijskega IPA pufra v gradientu. Začetek rezanja 
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kromatografskega vrha smo izvedli pri 8,0 ± 0,1 CV od začetka formiranja linearnega 
gradienta (CV smo spremljali na kromatografskem sistemu),
• konec rezanja kromatografskega vrha smo izvedli pri 25,0 ± 1,0 L od začetka zbiranja 
eluata (kar se beleži in smo razbrali na kromatografskem sistemu).
Eluat smo zbirali v sterilno 50 L vrečo za enkratno uporabo. Vzorec smo nato vzeli iz 
50 L vreče v UDF komori.
Po končani recepturi, smo natisnili poročilo recepture, to je: 
• glavo recepture (Run Header), 
• graf pretoka (senzor FT-1),
• UV absorbanca (senzor AT-5),
• gradient.
3.2.3 Testiranje IEC2 kromatografske stopnje
Pred izvedbo testa smo preverili, da je na zalogi dovolj procesnih raztopin za izvedbo 
enega cikla IEC2 kromatografije.
Po zaključeni redni proizvodni seriji, ko sta sistem in kolona očiščena, smo zagnali 
naslednje recepture v tem vrstnem redu:
• IEC2 Ekvilibracija 
• IEC2 Elucija 
• IEC2 CIP sistema in kolone končni 
• IEC2 Shranjevanje sistema in kolone 
Kriteriji za rezanje kromatografskega vrha so za redni proizvodni proces določeni pri 
valovni dolžini 280 nm (10 mm UV merilna celica). Pri testu nismo pričakovali 
prisotnosti produkta, UV celica je prikazovala 0 mAU. Zbiranja eluata zato nismo 
izvajali skladno z rednim proizvodnim postopkom, temveč smo upoštevali CV 
pretečenega deleža raztopine NaCl v gradientu.
Parametri, ki smo jih določili za pričetek in konec zbiranja eluata:
• začetek rezanja kromatografskega vrha  smo izvedli ročno v okviru izvajanja 
avtomatske recepture IEC2 Elucija. V okviru omenjene recepture poteka najprej 
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spiranje kromatografske kolone z ekvilibracijsko raztopino, nato sledi spiranje z 
raztopino za odstranjevanje nevezanih proteinov in ponovno ekvilibracijska raztopina. 
Sledi izvedba linearnega gradienta, kjer postopno raste delež raztopine NaCl v gradientu
. Začetno rezanje kromatografskega  vrha smo izvedli pri 1,40 ± 0,05 CV od začetka 
tvorbe linearnega gradienta (CV smo spremljali na kromatografskem sistemu),
• konec rezanja kromatografskega vrha smo izvedli pri 18,0 ± 1,0 L od začetka zbiranja 
eluata (kar se beleži in smo razbrali na kromatografskem sistemu).
Eluat smo zbirali v sterilno 20 L vrečo za enkratno uporabo. Vzorec smo nato vzeli iz 
20 L vreče v UDF komori.
Po končani recepturi, smo natisnili poročilo recepture, to je: 
• glavo recepture (Run Header), 
• UV absorbanca (senzor AT-5),
• graf pretoka (senzor FT-1),
• gradient.
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3.3 Analize in analitske metode
3.3.1 Vzorčenje 
Eluate slepih elucij smo zbirali v vreče za enkratno uporabo. Vsa vzorčenja eluatov 
slepih elucij smo izvedli aseptično v UDF komori iz vreč za enkratno uporabo. 
UDF komore so komore z laminarnim vertikalnim tokom zraka, HEPA filtrom in 
zagotavljajo visoko čistost prostora, ter omogočajo aseptično vzorčenje.
V UDF komori smo odvzeli vzorce slepega eluata za analizo vsebnosti biološke 
učinkovine,  mikrobiološke obremenjenosti in vsebnosti bakterijskih endotoksinov.
3.3.2 Izvedba analiz 
V preglednici 2 so podani testni parametri in uporabljene metode.
Preglednica 2: Analize
Testni parameter Analitska metoda 
Vsebnost Vsebnost biološke učinkovine z uporabo RP-HPLC
Vsebnost Določanje preko absorbance na PLC* sistemu
BET Bakterijski endotoksinski test, Ph.Eur.
Mikrobiološka 
obremenjenost
Mikrobiološka metoda preskušanja kakovosti
*PLC – računalnik za nadzor procesa (angl. programmable logic controller)
3.3.2.1 Vsebnost biološke učinkovine
S to metodo določamo vsebnost in čistost našega produkta (biološke učinkovine) v 
vzorcih različnih kromatografskih stopenj, z uporabo reverzne tekočinske 
kromatografije RP-HPLC. Z omenjeno metodo določimo tudi čistost produkta, glede na 
delež ostalih prisotnih biomolekul. Vrh tarčne biomolekule je ločen od sorodnih snovi 
in nečistot na podlagi razlik v hidrofobnosti. Test se izvaja na sobni temperaturi, pri 
pretoku 0,2 mL/ min in gradientu mobilnih faz A in B. Detekcija se izvaja pri valovni 
dolžini 214 nm. Po zaključeni analizi se izvede integracija glavnega vrha (tarčna 
biomolekula), katerega rezultat je površina kromatografskega vrha, dobljenega med 
analizo. Pri izračunu koncentracije tarčne biomolekule se upošteva še faktor redčenja 
vzorca in faktor odziva (faktor odziva je odvisen od sestave vzorca, to je raztopine, v 
kateri se nahaja tarčna biomolekula).
3.3.2.2 Bakterijski endotoksini
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Bakterijski endotoksinski test (BET) je specifičen test za odkrivanje in dokazovanje 
bakterijskih endotoksinov v raztopini učinkovine. Testno raztopino se inkubira pri 
kontroliranih pogojih (čas in T). Odčitane rezultate se uporabi za izračun.
3.3.2.3 Mikrobiološka obremenjenost
Je metoda za spremljanje mikrobiološke ustreznosti kolone in sistema med izvedbo testa
. Skupno število aerobnih mikroorganizmov in skupno število kvasovk/ plesni na 10 mL
izdelka se določi z metodo membranske filtracije.
Vzorec se prenese na membranski filter in takoj filtrira, nato se membrano prenese na 
hranljivi agar (HA), ki je sestavljen iz sojinega izolata (TSA – angl. tryptic soy agar). Po
3-5 dnevni inkubaciji na 30-35°C se prešteje kolonije na gojišču in se rezultat poda kot 
skupno število aerobnih mikroorganizmov na 10 mL vzorca.
3.3.2.4 Evalvacija kromatograma
Preverimo UV odziv na senzorju za merjenje absorbance, ki kaže na količino biološke 
učinkovine v kromatografskem sistemu tik pred kromatografsko kolono. V rednem 
procesu je UV odziv kriterij za zbiranje eluata (rezanje kromatografskega vrha). UV 
odziv primerjamo z elucijskim kromatogramom iz redne serije.
3.3.3 Kriterij sprejemljivosti
Kriterij sprejemljivosti skupnih neznanih nečistot v končnem produktu je ≤ 2%. Ob 
predpostavki, da se nečistote tekom procesa ne bi odstranjevale, je predlagana meja 
sprejemljivosti prenosa produkta med serijami ≤ 0,5 % serije, ki sledi. V najslabšem 
primeru, vsaka od treh kromatografskih stopenj doprinese 0,5 %, dodatno pa smo 
upoštevali še variabilnost med procesi.
Za izračun potencialnega prenosa ostankov produkta med serijami smo uporabili 
naslednjo formulo:
Prenos BU med serijami = 
Pri izračunu smo upoštevali najmanjšo serijo, kar smo izračunali glede na najnižji 
dovoljeni sloj pakiranja kolone in najnižji dovoljeni nanos produkta na kromatografsko 
kolono.
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4 Rezultati in diskusija
4.1 Testiranje IEC1
4.1.1 Evalvacija kromatograma
Primerjava tipičnega proizvodnega kromatograma IEC1 kromatografske stopnje s 
kromatogramom, pridobljenim v okviru slepe elucije (Slika 4-1a), kaže na odsotnost 
produkta v eluatu slepe elucije. Odziv na senzorju za absorbanco (AT-5; rdeče obarvan 
na sliki 4-1a) kaže na obliko pričakovanega kromatograma, ki se eluira pri 0,97 CV. 
Kromatogram, pridobljen v okviru izvedbe slepe elucije (Slika 4-1b), ne kaže odziva na 
senzorju za absorbanco (AT-5; rdeče obarvan na sliki 4-1b), kar pomeni, da v slepem 
eluatu nismo zaznali biološke učinkovine.
Slika 4-1a 
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Slika 4-1: a) Primerjava tipičnega kromatograma na stopnji IEC1 z b) kromatogramom 
slepe elucije
4.1.2 Vsebnost biološke učinkovine
Odsotnost BU v slepem eluatu smo potrdili še s testom vsebnosti. V vzorcu slepe elucije
smo izmerili koncentracijo BU z metodo RP-HPLC. Rezultat analize v preglednici 3 (0 
mg/mL) potrjuje odsotnost biološke učinkovine v eluatu slepe elucije IEC1 
kromatografske stopnje. 
4.1.3 Prenos biološke učinkovine med serijami
Prenos BU med serijami = 
Izračun:
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γBU IEC1= 0,0 g/L
VSlepi eluat = 27,0 L
mBU v 1.ciklu naslednje serije = 50,0 g
Izračun prenosa biološke učinkovine med serijami:
 = 0
4.1.4 Mikrobiološka kvaliteta sistema in kolone
Pred izvedbo slepe elucije smo preverili mikrobiološko kvaliteto kromatografskega 
sistema in kromatografske kolone. Vzorec ekvilibracijske raztopine, ki je vzorčen tik 
pred izvedbo slepe elucije, smo testirali na vsebnost BET (bakterijskih endotoksinov) in
mikrobiološko obremenjenost. Rezultati analiz kažejo na odsotnost mikroorganizmov (0
CFU*/10 mL) in vsebnost BET znotraj predpisanih mej (< 2,5 EU/mL) (Preglednica 4). 
Rezultat pomeni, da je kromatografska kolona na prvi kromatografski stopnji 
mikrobiološko ustrezna (Preglednica 4). 
*CFU - kolonijsko število (angl. Colony forming unit ), mikrobna celica ali skupek celic
, iz katerih se razvije posamezna kolonija
4.2 Testiranje HIC
4.2.1 Evalvacija kromatograma
Primerjava tipičnega proizvodnega kromatograma HIC kromatografske stopnje s 
kromatogramom, pridobljenim v okviru slepe elucije, kaže na odsotnost produkta v 
eluatu slepe elucije. Odziv na senzorju za absorbanco (AT-5; črno obarvan na sliki 4-2a)
kaže na obliko pričakovanega kromatograma, ki se eluira pri 8,0 CV od začetka 
linearnega gradienta. Kromatogram, pridobljen v okviru izvedbe slepe elucije ne kaže 
odziva na senzorju za absorbanco (AT-5; črno obarvana sliki 4-2b), kar pomeni, da v 
slepem eluatu nismo zaznali biološke učinkovine.
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Slika 4-2 : a) Primerjava tipičnega kromatograma na stopnji HIC z b) kromatogramom 
slepe elucije
4.2.2 Vsebnost biološke učinkovine
Odsotnost BU v slepem eluatu smo potrdili še s testom vsebnosti. V vzorcu slepe elucije
smo izmerili koncentracijo BU z metodo RP-HPLC. Rezultat analize v preglednici 3 (0 
mg/mL) potrjuje odsotnost biološke učinkovine v eluatu slepe elucije HIC 
kromatografske stopnje (Preglednica 3).
4.2.3 Prenos biološke učinkovine med serijami
Prenos BU med serijami = 
Izračun:
γBU HIC= 0,0 g/L
VSlepi eluat = 25,0 L
mBU v 1.ciklu naslednje serije = 45,0 g
Izračun prenosa biološke učinkovine med serijami:
 = 0
4.2.4 Mikrobiološka kvaliteta sistema in kolone
Pred izvedbo slepe elucije smo preverili mikrobiološko kvaliteto kromatografskega 
sistema in kromatografske kolone. Vzorec ekvilibracijske raztopine, ki je bil vzorčen tik
pred izvedbo slepe elucije, smo testirali na vsebnost BET (bakterijskih endotoksinov) in
mikrobiološko obremenjenost. Rezultati analiz kažejo na odsotnost mikroorganizmov (0
CFU*/10 mL) in vsebnost BET znotraj predpisanih mej (< 2,5 EU/mL). Rezultat 
pomeni, da je kromatografska kolona na drugi kromatografski stopnji mikrobiološko 
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Primerjava tipičnega proizvodnega kromatograma IEC2 kromatografske stopnje s 
kromatogramom, pridobljenim v okviru slepe elucije, kaže na odsotnost produkta v 
eluatu slepe elucije. Odziv na senzorju za absorbanco (AT-5; črno obarvan na sliki 4-3a)
kaže na obliko pričakovanega kromatograma, ki se eluira pri 1,4 CV od začetka 
linearnega gradienta. Kromatogram, pridobljen v okviru izvedbe slepe elucije ne kaže 
odziva na senzorju za absorbanco (AT-5; rdeče obarvana sliki 4-3b), kar pomeni, da v 
slepem eluatu nismo zaznali biološke učinkovine.
Slika 4-3a
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Slika 4-3: a) Primerjava tipičnega kromatograma na stopnji IEC2 z b) kromatogramom 
slepe elucije
4.3.2 Vsebnost biološke učinkovine
Odsotnost BU v slepem eluatu smo potrdili še s testom vsebnosti. V vzorcu slepe elucije
smo izmerili koncentracijo BU z metodo RP-HPLC. Rezultat analize v preglednici 3 (0 
mg/mL) potrjuje odsotnost biološke učinkovine v eluatu slepe elucije IEC2 
kromatografske stopnje
4.3.3 Prenos biološke učinkovine med serijami
Prenos BU med serijami = 
Izračun:
γBU IEC2= 0,0 g/L
VSlepi eluat = 18,0 L
mBU v 1.ciklu naslednje serije = 33,0 g
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Izračun prenosa biološke učinkovine med serijami:
 = 0
4.3.4 Mikrobiološka kvaliteta sistema in kolone
Pred izvedbo slepe elucije smo preverili mikrobiološko kvaliteto kromatografskega 
sistema in kromatografske kolone. Vzorec ekvilibracijske raztopine, ki je bil vzorčen tik
pred izvedbo slepe elucije, smo testirali na vsebnost BET (bakterijskih endotoksinov) in
mikrobiološko obremenjenost. Rezultati analiz kažejo na odsotnost mikroorganizmov (0
CFU/10 mL) in vsebnost BET znotraj predpisanih mej (< 2,5 EU/mL). Rezultat pomeni,
da je kromatografska kolona na tretji kromatografski stopnji mikrobiološko ustrezna (
Preglednica 4).
4.4 Pregled rezultatov analiz
V preglednicah 3 in 4 je predstavljen povzetek analiz vsebnosti BU, BET in 
mikrobiološke obremenjenosti v slepih elucijah in ekvilibracijskih raztopinah.
Preglednica 3: Rezultati analize vsebnosti biološke učinkovine v slepih elucijah (IEC1, HIC, IEC2)
Ime vzorca Rezultat analize
Vsebnost biološke 
učinkovine [mg/ml]
Rezultat ustreza meji 
sprejemljivosti (≤ 0,5% nanosa 
proteina predhodnega cikla
IEC1-CO 0 mg/mL DA
HIC-CO 0 mg/mL DA
IEC2-CO 0 mg/mL DA
Preglednica 4: Rezultati analiz BET in mikrobiološke obremenjenosti ekvilibracijskih raztopin (IEC1, 
HIC, IEC2)
Ime vzorca Rezultat analize
BET (predpis ≤ 5 EU/mL)
Rezultat analize mikrobiološke 
obremenjenosti
(predpis ≤ 10 CFU/10 mL)
IEC1-EK < 2,5 EU/mL 0 CFU/10 mL
HIC-EK < 2,5 EU/mL 0 CFU/10 mL
IEC2-EK < 2,5 EU/mL 0 CFU/10 mL
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Za biološka zdravila je čistost produkta izrednega pomena in zaradi narave procesa 
lahko pride do manjših odstopanj med serijami. Ker je oprema uporabljena v 
proizvodnji vseh serij, je čiščenje opreme ključnega pomena. Z učinkovitim čiščenjem 
preprečimo potencialno mešanje serij med seboj. 
Kromatografske kolone poleg ogrodja iz nerjavečega jekla vsebujejo še kromatografske 
nosilce. Kromatografski nosilci imajo zaradi velikega števila majhnih delcev veliko 
površino glede na volumen, zato je čiščenje kromatografskih kolon prilagojeno specifiki
kolon. Začetna faza čiščenja kromatografske kolone je regeneracija. Med regeneracijo 
uporabljamo procesno raztopino z visoko močjo izpiranja vezanih snovi na 
kromatografski nosilec, na primer raztopina z visoko koncentracijo soli. Sledi čiščenje 
kolone z raztopino NaOH, ki saponificira ostanke proteina in zaradi visokega pH 
zagotavlja učinkovito sanitacijo oziroma mikrobiološko ustreznost kromatografske 
kolone.
Za proces izolacije in čiščenja biološke učinkovine, ki je bila predmet testiranj v tem 
diplomskem delu, je bil v okviru študije življenjske dobe kromatografskih kolon na 
razvojni skali, izveden tudi test potencialnega prenosa ostankov produkta med serijami (
carry-over test). Test na razvojni skali je pokazal, da je postopek čiščenja (regeneracija, 
čiščenje in sanitizacija kromatografskih kolon) ustrezen in učinkovit, in da zagotavlja 
manj kot 0,5 % prenosa ostankov produkta med serijami. Zaradi najnovejših 
regulatornih zahtev smo v okviru tega diplomskega dela test izvedli tudi na proizvodni 
skali, torej na opremi, ki se rutinsko uporablja v redni proizvodnji biološke učinkovine.
V okviru diplomskega dela smo na dva načina dokazali, da sta postopka regeneracija ter
čiščenje in sanitizacija kromatografskih kolon učinkovita in ustrezna in da je potencialni
prenos produkta (biološke učinkovine) iz ene serije v drugo manjši kot je meja 
določljivosti metode, ki znaša 0,2 % .
V ta namen smo na relevantnih kromatografskih stopnjah po izvedbi rutinskega 
proizvodnega procesa čiščenja in izolacije biološke učinkovine skladno z veljavnim 
tehnološkim postopkom izvedli dodaten cikel vseh receptur, z izjemo nanosa produkta. 
V delu simulacije elucije (slepa elucija) smo zbirali slepi eluat, v katerem je bila 
določena vsebnost biološke učinkovine. Preverili smo tudi absorbanco pri slepi elucijo. 
Iz rezultatov obeh analiz smo ocenili, koliko produkta iz predhodne serije se 
potencialno prenese v naslednjo serijo.
Rezultati obeh testov so pokazali in potrdili hipotezo, da prenosa ostankov produkta 
predhodne serije v naslednjo serijo ni. Meritev vsebnosti biološke učinkovine v vzorcu 
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slepega eluata je pokazala odsotnost biološke učinkovine (0 mg/mL), prav tako pa ni 
bilo odziva absorbance na kromatografskem sistemu med slepo elucijo. Rezultati tako 
potrjujejo ustrezno izvedbo regeneracije in čiščenja kromatografskih kolon na 
proizvodni skali in za kromatografske kolone, ki se rutinsko uporabljajo v procesu 
izolacije in čiščenja biološke učinkovine. Ustrezna izvedba pomeni, da so procesne 
raztopine, ki se uporabljajo za regeneracijo in čiščenje kromatografskih kolon primerne,
ter da so recepture, ki zagotavljajo izvedbo regeneracije in čiščenja ustrezno sestavljene,
v smislu da zagotovijo preko zadostnih volumnov zadovoljivo spiranje in odstranjevanje
nečistot iz kromatografskih kolon po končanem procesu.
Dodatno smo v okviru diplomskega dela tudi preverili mikrobiološko kvaliteto 
kromatografskih kolon preko vzorčenja ekvilibracijske raztopine. Ekvilibracijska 
raztopina se rutinsko vzorči na vsaki izmed kromatografskih kolon tik preden pride 
kromatografska kolona v stik s produktom. Ustrezna mikrobiološka kvaliteta 
kromatografskih kolon je ključna za zagotavljanje kvalitete produkta. Dosežemo jo z 
učinkovitim postopkom čiščenja kromatografskih kolon in uporabo čistilnega sredstva, 
ki preprečuje rast potencialno prisotnim mikroorganizmom. Rezultati dodatnega testa (
vsebnost BET in mikrobiološka obremenjenost) ekvilibracijskih raztopin so pokazali, da
so vse testirane kromatografske kolone v ustreznem mikrobiološkem stanju. To pomeni,
da so uporabljeni postopki čiščenja in sanitizacije kromatografskih kolon v rutinskem 
proizvodnem procesu ustrezni; uporabljeno je ustrezno čistilno sredstvo (NaOH), 
sestava recepture za čiščenje pa zagotavlja učinkovito čiščenje. 
Rezultati, pridobljeni v okviru tega diplomskega dela potrjujejo hipotezo, da so postopki
regeneracije in čiščenja kromatografskih kolon v procesu izolacije biološke učinkovine 
ustrezni in zagotavljajo ustrezno odstranjevanje nečistot in ostankov produkta. Prenosa 
ostankov produkta predhodne serije v naslednjo serijo ni.
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